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L 

Non ostante il metodo del Neisser (1), per la colorazione dei 
granuli metacromatici del B. difterico, venga seguito dalla mag¬ 
gioranza dei pratici, come mezzo differenziale nella diagnosi 
estemporanea della difterite, non v’ha dubbio che esso non ri¬ 
sponde a tutti i requisiti di un metodo di colorazione differen¬ 
ziale specifico. 

Capita infatti spesso di osservare che si colorano dei gra¬ 
nuli analoghi esistenti nella maggior parte dei pseudodifterici 
ed in altri batteri banali, quali per es., il B. sottile, lo Strepa 
totrix lingualtB, ecc., per non parlare che di quelli esistenti nella 
bocca, giacché altri germi patogeni ed altri banali che possono 
trovarsi in altre parti dell’organismo sano e malato possono 
benissimo presentare dei granuli che si colorano con questo 
metodo*, per es,, il B. dell’ulcera molle, il B, della peste, ecc. 
D’altro canto, sempre riportandoci al comportamento del B. della 
difterite di fronte al metodo del Neisser, non tutte le volte si 
riesce a raggiungere una netta differenziazione del contenuto 
del batterio, ciò che dovrebbe esser condizione indispensabile 
per l’adeguata interpretazione del reperto. Di solito infatti, seb¬ 
bene i granuli polari rimangano costantemente bene colorati, in 
bluastro o bruno, il batterio non si colora nella sua totalità e 
uniformemente in giallo, che con una certa difficoltà, per cui 
spesso i contorni suoi non appaiono ben netti e definiti. 


(1) Zeitsohr. f. Myg. Bd. XIV, pag. 443 e Byg. Rund., 1903. 





Per questo motivo non si può addivenire ad una netta di¬ 
stinzione tra veri bacilli difterici e pseudodifterici mettendo a 
profitto, come è stato suggerito da certi autori, il criterio che i 
veri bacilli difterici sono lunghi e sottili, mentre i pseudodifte¬ 
rici sono corti e tozzi e che i primi pigliano il colore giallo 
della vesuvina uniformemente in tutto il corpo, mentre i falsi 
qua e là a tratti. Se a ciò si aggiunge, che non si può ritenere 
esatto neppure che i granuli dei pseudodifterici col metodo del 
Neisser, appaiono per lo più ovali, grossi, apparentemente spor¬ 
genti dairinterno della cellula batterica e quelli dei bacilli difte¬ 
rici, si presentano molto più piccoli, rotondeggianti e contenuti 
neirinterno del batterio (giacché nel presentarsi più o meno vo¬ 
luminosi dei granuli polari dello stesso bacillo difterico, influi¬ 
scono varie circostanze, fra le quali non ultime, la sua età e il 
suo mezzo di sviluppo) si capisce quali difficoltà si incontrino 
in pratica, per potei* eseguire una diagnosi differenziale tra ba¬ 
cilli difterici e pseudodifterici, con questo metodo. 

E v’ha di più ancora: la buona riuscita del metodo è anche' 
condizionata alla qualità delle sostanze coloranti che entrano 
quali componenti delle soluzioni e ciò in ispecial modo nei ri¬ 
guardi del bleu di metilene. 

Conseguentemente, la durata d’azione dei liquidi proposti 
dal Neisser, non si può stabilire secondo delle regole assolute: 
occorre, preparatili, saggiarli su qualche stipite di B. della dif¬ 
terite, per stabilire bene questo dato importante di tecnica. La 
pratica di laboratorio insegna oltraciò che sul modo di agire più 
o meno intensamente, più o meno rapidamente della soluzione 
idroalcoolica-acetica di turchino di metilene, non rimane senza 
influenza la stessa data della sua preparazione, dimostrandosi 
più energica quanto più vecchia; mentre tutto il contrario si 
verifica per la soluzione di vesuvina. 

Che del resto il metodo del Neisser, non risponda a tutti i 
desiderati, viene anche dimostrato dalle numerose sue modifica¬ 
zioni e dai numerosi metodi proposti dagli altri studiosi in sua 
sostituzione. 

Giova però subito notare che tutti, quale più, quale meno, 
compreso quello modificato successivamente dallo stesso Neisser, 
o sono di gran lunga meno buoni, o ne ripetono le manchevo- 
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lezze o son di più delicata tecnica o richiedono maggior tempo 
per le manipolazioni, ecc. Almeno tali sono le conclusioni cui 
mi hanno condotto le prove di controllo praticate sulla maggior 
parte di questi nuovi metodi, conclusioni che del resto collimano 
con quelle cui sono venuti altri autori, ove su questo, ove su 
quel metodo. 

Riferisco sommariamente quanto consta alla mia esperienza 
al riguardo. 

Metodo Bronsteìn (1). — L’autore sostituisce nel liquido A il violetto di Dahlia 
al turchino di metilene, ed ottiene i granuli polari più intensamente colorati che 
col bleu di metilene: però essi spiccano poco distinti sul fondo del corpo bacillare, 
perchè avviene una diffusione del primo colore nel corpo del batterio sicché questo 
resta colorato troppo. 

Metodo Coles (2). — L’autore intercala il trattamento col liquido di Lugol fra 
la colorazione col liquido A e quella col liquido B del Neisser. Anche con questo 
metodo appare meno evidente il contrasto di colorazione tra i granuli polari e il 
corpo bacillare e ancora meno restano distìnti i contorni di questo. 

Metodo Plorkowsky (3). — L’autore consiglia una prima colorazione a caldo 
'col bleu di Ldffler; passaggio del preparato in soluzione alcoolica di HCI; lavaggio 
in acqua ed una seconda colorazione con soluzione acquosa di cosina. Con tale 
metodo si ripete lo stesso difetto della poca o nulla colorabilità del bacillo, sul 
quale quindi non risaltano in modo netto e distinto i granuli polari, sebbene questi 
si colorino bene in rosso. Senza dubbio poi esso non presenta la semplicità di tecnica 
del metodo del Neisser: già il fatto di dover procedere col riscaldamento nelle 
prime colorazioni, ne complica l’uso per gli scopi di laboratorio; la necessità 
inoltre di intercalare un decolorante tra la prima e la seconda colorazione, in 
questo caso relativamente energico, lo rende assai delicato. 

Metodo Pitfield (4). — Questo autore propone un metodo il quale oltre al- 

rìnconveniente di non dare dei risultati migliori di quelli che dà il metodo del 

Neisser, aggiunge quello di esser complicato per le diverse manipolazioni che 
esso richiede: basti dire che per eseguirlo occorrono tre diversi liquidi. Un primo 
A costituito da una soluzione di NO 3 Ag con fuxina in acqua distillata; un secondo 
B composto da una miscela di acido pirogallico e di soda al 10 per cento in acqua 
distillata; un terzo C cioè una soluzione diluita di fuxina carbolica. 

Metodo De-Rovaart (5). — L’autore procede con una prima colorazione a caldo 
col bleu di Ldffler e con una seconda colorazione con vesuvina, previo intermedio 

lavaggio. 

(1) U. die Bahteriol. Dlagnose d. Diphterìe, 1889. 

(2) Brit, Med. Journ.^ 1899. 

(3) Beri Med, Gesell, 1900. 

(4) University of. Pennsylvania, med. Bull^ 1900. 

(5) Centr. f. Bakt. Bd., XXIX. I Abt., pag. 575. 



Metodo Falières (1). — L'autore consiglia due soluzioni tipo, di cui una di bleu 
di metilene con borace e qualche goccia di alcool assoluto e l’altra di vesuvina. 

Sebbene questi metodi diano dei risultati che in certo qual modo si possono 
paragonare a quelli che si ottengono col metodo del Neisser, essi però non ne 
eliminano alcun difetto, sono meno alla mano e più complicati. Quello del Falières 
poi, che è certamente migliore dell'altro, in ultima analisi non è che lo stesso 
procedimento del Neisser con qualche variante, certo meno vantaggiosa per la 
buona riuscita del metodo, quale ad es., la sostituzione, nel lìquido A, del borace 
aU’acido acetico. 

Metodo Scauffier (2). — L’autore colora con una miscela di bleu di metilene 
e di pironina sciolte in debite proporzioni, col concetto di ottenere il massimo di 
differenziazione tra le varie parti del bacillo della difterite facendo agire contem¬ 
poraneamente due sostanze di cui una con elettività di fissazione sul protoplasma 
del batterio e l’altra sul nucleo. La pratica però non risponde alla veduta teorica: 
col metodo dello Scauffier, si ottiene, nel maggior numero dei casi, la colorazione 
in rosso del corpo bacillare in una cogli stessi granuli polari che quindi si pre¬ 
sentano in modo confuso e appena distinto. 

Metodo Ficker (3). — L’autore suggerisce la colorazione in un solo tempo con 
una soluzione di bleu di metilene all’l per cento con aggiunta di 2 cmc. di acido 
lattico purissimo. Con tale metodo i granuli polari si colorano in bleu, mentre il 
rimanente corpo bacillare rimane incolore e quindi viene cosi a mancare uno dei 
caratteri di diagnosi più saliente. 

Tralasciando di parlare di altri metodi ai quali non si può annettere molta 
importanza come ad es., di quello del Galesescu (4) comparso l’anno scorso e di quello 
àeXVEpstein (5) comparso quest’anno, dirò che tra tutti quelli da me controllati, il 
metodo proposto dal Ljuhinsky (1903) (6) risponde meglio dopo quello del Neisser. 
Esso è basato sulla colorazione dei granuli con la pioctanina. 

Con tale metodo, le granulazioni del B. della difterite si colorano in bleu 
oscuro e si vedono nella maggior parte dei bacilli che sono colorati in violetto 
pallido, purché si abbia cura che la pioctanina non colori troppo energicamente il 
corpo bacillare e cosi il contrasto tra i granuli e il rimanente del corpo del bat¬ 
terio non appaia confuso e poco distinto. 

Controllati i vari metodi, mi parve opportuno, tenendo pre¬ 
senti i pregi e i difetti dei vari procedimenti, tentare di rico¬ 
struire un metodo che fosse semplice, pratico, e privo degli in¬ 
convenienti degli altri. 


(1) Desgranul. polaire du bac. diphterique. (Diss.) Paris. 

(2) il ed. Ree., 1902. 

(3) Hyg. Rund.^ 1902. 

(4) Zeit. f. Mihr, Bd. XXIII. 

(5) New-York. Path. Soc.y 1906. 

(6) Ceìitr. f. Baku I Abt., 1905. 
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I dati sui quali cercai di fondare il metodo stesso furono i 
seguenti ; 

1) Tra le sostanze coloranti non è solo il bleu di metilene 
quella che è più atta alla colorazione dei granuli polari del B. 
<iella difterite, ve ne sono altri, come la pioctanina adoperata da 
Ljubinsky, la pironina usata dallo Scauffler, cui va aggiunto il 
bleu di toluidina come consta alla mia esperienza. 

2) L’acido acetico aggiunto alle soluzioni coloranti favo¬ 
risce l’assunzione del colore da parte dei granuli, li rigonfia 
anche rendendoli più appariscenti. 

3) I vantaggi che si ottengono coll’aggiunta dell’acido 
acetico al colore vengono attenuati, se alla prima colorazione si 
fa seguire il lavaggio del preparato: si constata ciò per lo stesso 
metodo del Neisser e per quello del Ljubinsky i quali dànno 
risultati migliori se si tralascia il lavaggio intermedio (che nel 
metodo del Ljubinsky è suggerito dall’autore) tra la prima e la 
seconda colorazione; i granuli colorati appaiono più numerosi, 
più voluminosi, più spiccati e distinti, 

4) La seconda colorazione, è bene sia tale da accentuare 
il contrasto tra 'il colore assunto dai granuli e quello assunto 
dal corpo batterico in modo da riconoscere la forma del batterio. 

Ciò premesso, dirò subito come tra le sostanze coloranti 
abbia data la preferenza al bleu di toluidina facendone una so- 


luzione acquosa-acetica-alcoolica 

cosi 

fatta : 


Bleu di toluidina . . . 

% • 

. . gr. 

0.25 

Acido acetico glaciale . 

• • 

. - » 

2.00 

Alcool assoluto. . . . 

* » 

. . cmc. 

5.00 

Acqua distillata . . . 

« « 

. . » 

100.00 


Adoperando questa soluzione i granuli appaiono molto bene 
colorati e distinti e il colore non mostra diffondersi nel resto 
del corpo batterico. 

Come sostanza colorante per quest’ultimo, cioè come so¬ 
stanza colorante di contrasto, dopo varie prove e riprove tornai 
a quella più comunemente usata dai vari autori, cioè alla vesu- 
vina in soluzione acquosa all’l per cento. Dopo aver colorato il 
materiale col bleu di toluidina, ricolorando colla vesuvina, il 
corpo batterico non resta appena colorato in giallo-paglia, come 
accade usando il metodo del Neisser, ma in giallo-verdastro. 


i 
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per cui la sua forma appare in ogni caso bene distinta e bene 
precisabile. 

I vari tempi del metodo sono i seguenti : 

1. Colorazione a freddo del materiale (disteso sul vetrino, 
seccato all’aria e fissato alla fiamma) per un minuto primo con 
la soluzione acquosa-acetica-alcoolica di bleu di toluidina; 

2. Colorazione a freddo, dopo aver gettato via l’eccesso di 
soluzione colorante bleu ma senz’aggiungere alcun lavaggio, 
con la soluzione acquosa di vesuvina, ancora per un minuto 
primo ; 

3. Lavaggio in acqua distillata od anche in acqua potabile. 

Quasi tutte le forme dei B. della difterite si osservano bene 

distinte nella loro più o meno caratteristica forma, colorate in 
giallo-verdastro, coi contorni ben netti e definiti, mentre ai poli 
o anche al centro risaltano colorati in viola cupo i granuli me¬ 
tacromatici rotondeggianti, piuttosto grandi, contenuti nel lume 
della cellula batterica. 

Notisi che il procedimento dà gli stessi risultati sia se si 
tratti di colorare il B. della difterite esistente nelle pseudomem¬ 
brane quanto se si tratta di colorarlo proveniente da colture. 

Questo metodo a mio avviso presenta dei vantaggi sopra 
tutti i metodi controllati, compreso quello del Neisser, non fos- 
s’altro perchè riesce a mettere in rilievo anche la forma del 
batterio in cui si trovano i granuli polari. È poi senza dubbio 
superiore al metodo del Ljubinsky, giacché con esso si evita 
quella diffusione del colore nel corpo del batterio che pregiudica 
la nitidezza e quindi l’importanza diagnostica del metodo. È poi 
semplicissimo come quello del Neisser constando in fondo di due 
soli tempi; non si deve in alcuno dei due ricorrere al riscalda¬ 
mento della sostanza colorante come in altri ed infine, ciò che 
a me pare sia di grande vantaggio, qualunque sia l’età della 
soluzione e qualunque sia la provenienza del colore impiegato, 
la durata dei due tempi per ottenersi la doppia colorazione 
resta sempre la stessa. 

Con questo metodo, finora sono sempre riuscito a distin¬ 
guere il bacillo difterico dagli altri germi che lo accompagnano 
nei materiali prelevati dalla retrobocca di difterici o sospetti 
difterici ; sarà ad ogni modo mia cura di tener speciale conto 


del modo di comportarsi rispetto ad esso dei pseudodifterici e 
altri germi esistenti nel cavo boccale e nella retrobocca conte¬ 
nenti granuli metacromatici. Certo esso, prendendo i germi da 
colture, colora anche i granuli metacromatici di qualche altro 
batterio; però la colorazione non è così ben delimitata; il con¬ 
trasto dei due colori non è netto, sicché non è possibile confu¬ 
sione alcuna. Nelle pseudomembrane poi finora non m’è accaduto 
di restare mai in dubbio, perchè mai mi è occorso di scoprire 
granuli metacromatici in batteri che non avessero i caratteri del 

B. della difterite. 

II. 

Come è noto tra i metodi di colorazione dei batteri si an¬ 
nette grande importanza a quelli che servono a mettere in evi¬ 
denza le cosidette spore, giacché il metter in evidenza questi 
particolari corpi, non solo può condurre a identificare dei germi 
simili, per altri caratteri fra di loro, a collocare nel gruppo dei 
germi sporigeni dei batteri sinora ritenuti non sporigeni, ma al¬ 
tresì a precisare un fatto biologico della più grande importanza 
tassinomica, non essendo a rigore di termini per alcuni zoologi 
e botanici esatto definire una data specie batterica se non dopo 
dimostrata la sua forma sporigena, tanto più che tutto fa cre¬ 
dere che la formazione delle spore sia il risultato di un feno¬ 
meno di autofecondazione; almeno lo Schaudinn tale lo dimostrò 
in due batteri da lui studiati uno monosporo e l’altro disporo. 

Giova ancho qui aggiungere che non tutti coloro che si occupano di studi 
batteriologici hanno il giusto concetto dell’importanza della ricerca delle spore nei 
batteri per cui quando occorre loro di doverle mettere in rilievo in qualche germe, 
indifferentemente ricorrono ad un metodo o ad un altro senza aver la sicurezza 
che realmente essi servano a rivelare le spore nei batteri, e in tutti i batteri. Cosi 
è che alcuni si servono di metodi che son atti bensì a mettere in evidenza delle 
particolari sostanze che si trovano in molti batteri, specie in certi momenti del 
loro sviluppo e che una volta colorate per es., colla fuxina carbolica a caldo, re¬ 
sistono poi abbastanza bene alla decolorazione con un acido diluito, ma che non 
sono affatto delle spore; cosi è che finiscono o col ritenere sporigeno un germe 
quando non lo è, oppure, nel caso di un germe notoriamente sporigeno, quando 
non vi trovano spore finiscono col ritenere che il germe non abbia ancora sporificato. 
Insisto su questa circostanza perchè, specialmente quando si è trattato di far svi¬ 
luppare grandi patine del B. del carbonchio per -poi raccoglierle e farne degli 
estratti, alcuni autori si sono trovati di fronte alla difficoltà di ottenere delle col¬ 
ture asporigene e hanno creduto di riuscirvi, raccogliendo le patine sviluppatesi 


fiuiragar da 24 h. colorando i batteri con uno dei tanti metodi, non bene provati» 
per metter in evidenza le spore, metodi che hanno dato loro la convinzione di aver 
a che fare con germi asporigeni, mentre si può esser sicuri che anche nelle Colture 
di 24 h. sull’agar a temperatura di termostato, il B. del carbonchio sporifica be¬ 
nissimo. Soltanto le spore si mettono in evidenza con un metodo ben scélto come 
può per es. essere quello del Moller. 

Di conseguenza in questi casi, è loro occorso di dover poi ricorrere per otte¬ 
nere gli adatti estratti dal corpo bacillare a dei reattivi molto concentrati e a 
credere che il modo di estrazione usato da altri con i medesimi reattivi molto 
più diluiti non potesse esser applicato al B. del carbonchio. E ciò precisamente è 
successo per la estrazione dei cosidetti nucleoproteidi col metodo del Lustig e del 
Galeotti che mentre il Casagrandi e poi il Valenti lo avevano applicato con suc¬ 
cesso anche al B, del carbonchio, da altri non è stato riconosciuto adatto sol per 
il fatto che gli autori lo applicavano a bacilli che credevano non sporificali, ma 
che certamente lo erano* 

Ciò premesso dirò che i metodi per colorare le spore dei 
bacilli sono numerosi e tutti, quale più, quale meno, diretti a 
trovare il modo di vincere la resistenza a farsi penetrare dal 
colore che offrono la maggior parte delle spore dei bacilli da 
parte dei liquidi coloranti e poi a differenziare le spore per 
mezzo di una colorazione diversa da quella assunta dal corpo 
batterico. 

Buchner, Hierocles, Neisser, Hueppe, Gunther, Hauser, ecc., 
proposero l’uso del forte riscaldamento; altri si servirono di 
sostanze chimiche. Lo stesso Buchner per il primo propose 
l’H, SO 4 ed una soluzione concentrata di soda ; Fiocca propose 
l’ammoniaca; Moller l’acido cromico ed il cloroioduro di zinco; 
Foth l’acqua ossigenata; Bunge il diossido di sodio; Aujeszky 
l’HCI; l’Orszàg una miscela di salicilato di soda e di acido 
acetico, ecc. ( 1 ). 

Ora avendo provato tutti questi diversi mezzi sul B. del 
carbonchio (che ho scelto tra tutti i germi sporigeni per motivi 
diversi di cui alcuni ovvi, essendo il germe patogeno col quale 
si ha più di frequente a che fare per la ricerca delle spore e 
sopratutto perchè le spore di detto bacillo sono spesso tutt’altro 

(1) Buchner. Aerztl. IntelL 1884. — Hierocles. Arch. f. Eyg. Bd. 

XXVni. — Gunther. Avviamento allo studio della Batteriologia. Gunther. Trad. 
ital- — Fiocca. Centr, f. Baht.^ 1893. — Mobller. Centr, f BakLy 1891, — Foth. 
Id. ib., 1892. — Bunge. Fortschr, d. Med., 1895. •— Aujbszk.y. Centr. f, Baht.y 1898. 
— OrszAg. Id. ib. Bd.. XXI 
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che facili a colorarsi), ho dovuto riconoscere che l’acido cromico 
è quello che meglio si presta e che il metodo del Moller è an¬ 
cora superiore a tutti gli altri metodi, essendo l’unico che ga¬ 
rantisca dalla possibilità di errori non permettendo di prendere 
per spore vacuoli o grasso esistente nel bacillo. D’altro canto 
ho dovuto riconoscere che i procedimenti peggiori sono quelli 
preceduti dal trattamento col riscaldamento del materiale; questi 
procedimenti non sono a mio vedere mai sufficientemente da 
condannarsi per l’interpretazione di spore cui conducono a dare 
ai corpi che nulla hanno a che vedere con le spore e per il fatto 
che il più delle volte non riescono a mettere in evidenza le 
spore vere nel B. del carbonchio a meno di non fare una lunga 
serie di tentativi che fanno perdere un tempo prezioso. 

Con tutto ciò però, non può negarsi che allo stesso me¬ 
todo del Moller, anche modificato e perfezionato in qualche 
tempo, non si connetta un inconveniente di tecnica punto tra¬ 
scurabile il quale ne complica l’uso e lo rende poco pratico; 
inconveniente che consiste nel dover fare agire il colore non 
solo a caldo, ma addirittura aH’ebollizione (non usandolo in 
queste condizioni, molte spore non si colorano) per un tempo 
relativamente lungo, 5-10 minuti, ciò che non si può fare bene 
se non versando il liquido in una capsula fonda di porcellana, 
mettendovi dentro il preparato già fissato alla fiamma e poi po¬ 
nendo direttamente il recipiente sulla sorgente calorifica. Accade 
così spesso, se non si sorveglia attentamente l’andamento del¬ 
l’ebollizione, di veder saltar via dal recipiente il liquido e di 
perdere la preparazione mentre non è difficile trovare aderente 
al vetrino, sulla preparazione stessa, del colore depositatosi che 
poi non si può più togliere, neppure col successivo trattamento 

coll’acido solforico al 5 per cento. 

Mi sono perciò studiato di eliminare questi inconvenienti 
tecnici, studiando un procedimento il quale, pur sempre avendo 
a base la mordenzatura coll’acido cromico, permettesse di otte¬ 
nere ben colorate le spore del B. del carbonchio e differenziate 
dal rimanente corpo bacillare; senza dover ricorrere alla colo¬ 
razione con fuxina bollente per diversi minuti, e alta decolora¬ 
zione coll’acido solforico. 
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Tenendo presente il fatto che la formalina ritorna il colore 
alle sostanze colorate colla fuxina e successivamente decolorate 
cogli ipocloriti, ho provato il seguente procedimento che rendo 
di pubblica ragione e che ho trovato rispondente anche al di là 
delle mie previsioni ai desiderati di un buon metodo di colora¬ 
zione delle spore: 

1) Il materiale si secca e si fissa, dopo averlo bene di¬ 
steso sopra un vetrino portaoggetti o coprioggetti ; 

2) Sul materiale si versa qualche goccia di acido cromico 
al 10 per cento, oppure si immerge il vetrino nell’acido cromico 
al 10 per cento, per la durata di 10 minuti ; 

3) Si lava il preparato, dopo aver buttato via l’eccesso di 
acido cromico, in abbondante acqua che non è necessario sia 
distillata; 

4) Si versa sul vetrino una certa quantità di fuxina car- 
bolica e si riscalda sino all’ebollizione, oppure si immerge il 
preparato in una capsuletta di porcellana contenente una certa 
quantità di fuxina carbolica e si scalda sino aH’ebollizione, senza 
prolungare ulteriormente la durata d’azione del liquido colo¬ 
rante, come invece si deve fare usando il metodo del Moller; 

» 

5) Si butta via rapidamente l’eccesso di colore, e subito 
si immerge il preparato in un vasetto od in un bicchierino con¬ 
tenente una soluzione di ipoclorito di calcio al 10 per cento; 

6 ) Si ripete il lavaggio abbondante in acqua come nel 
terzo tempo; 

7) Si immerge il preparato in un vasetto contenente for¬ 
malina del commercio diluita con acqua distillata: è indifferente 
usarla diluita al 20 od al 40 per cento. 

8 ) Si torna a ripetere il lavaggio come nel terzo e nel 
sesto tempo; 

9) Si ricolora quindi a caldo ma senza bisogno di portare 
la soluzione colorante all’ebollizione, con crisoidina all’l su 300; 

10) Si lava per un’ultima volta, si asciuga, si essica, si 
monta. 

Le spore risaltano subito nel campo microscopico colorate 
in rosso bruno, mentre il rimanente corpo bacillare assume una 
colorazione giallognola: neH’interno dei bacilli si notano anche 
spesso dei tratti rotondeggianti od ovalari, visti in sezione ot- 


tica, che hanno l’aspetto di vacuoli, colorati con una tinta di un 
bel giallo-limone. 

Basta eseguire una volta questo procedimento per accorgersi 
che di fronte a quello del Moller è molto più rapido e più sem¬ 
plice, e che si può con esso ottenere la colorazione delle spore 
portando il liquido colorante semplicemente aH’ebollizione per 
un momento. Non usando per la decolorazione un acido mine¬ 
rale energico, sia pur diluito qual’è l’acido solforico, ma Tipo- 
clorito di calcio, il quale decolora fortemente il corpo bacillare, 
e meno intensamente le spore, sotto l’azione successiva della 
formalina, la spora ripiglia il suo colorito rosso mentre il 
resto del bacillo resta appena lievemente tinto. E questa lieve 
tinzione del corpo batterico serve poi a far sì che la colorazione 
con la crisoidina venga di un giallo più marcato. 

Con tutto ciò ho ancora provato a semplificare il procedi¬ 
mento riducendone i tempi e sono riuscito ad ottenere ancora 
buoni preparati di spore di bacilli comuni, come di quelle del 
gruppo del B. sottile; però non ritengo consigliabile modificarlo 
per non incorrere nell’inconveniente che, trovandosi di fronte a 
bacilli con spore difficilmente colorabili, il metodo risponda 

meno bene. 
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